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ISOLEMENT D’UNE SOUCHE DE VIRUS MIDDELBURG 
A PARTIR D’UN LOT D’AEDES (A.) CUMMINSI 
RÉCOLTÉS A BANDIA (SÉNÉGAL) 
Par Y. ROBIN (**), M. CORNET *** , P. BRVS (**), G. HERY (**) 
et& (*Y) (*) 
Le virus Middelburg a été isolé pour la première fois à partir 
d’un lot d’rledes cnballus et d’un lot  d‘dedes (Neo~nelanicoizioiz) spp. 
récoltés dans une ferme située dans le district de Middelburg, Pro- 
vince du Cap, Union Sud-Africaine (6). Par la suite, toujours en 
(*) Séance du 8 janvier 1969. 
(**) Institut Pasteur, B. P. 220, Dakar. 
(***)’ O. R. S. T. O. M., Dakar. 
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Union Sud-Africaine, le virus est isolé d’A. (A.) albocephalus et 
A. ( N . )  circiimluteolus (14), d’un lot d’dedes (A.) dentatus et Aedes 
(A.) leesoni et d’Aedes (A.) cumininsi ( IO) .  BROTTES et al. (1966) le 
retrouvent à Yaoundé (Cameroun) chez Mansonia (M. )  africana (I). 
Les études sérologiques dont la plupart concernent l’Afrique du 
Sud montrent la présence relativement fréquente d’anticorps neutra- 
lisants dans le sérum de bétail, de chèvre et de mouton et leur rareté 
dans les sérums humains. Chezl’homme, une fois sur 264 au Natal (13), 
3 sur 302 au Mozambique (7), O sur 602 au Bechuanaland et Caprivi 
Strip (g), 6 sur 492 en AngolB ( 5 ) ,  O sur 861 dans les régions Sud-Ouest 
e t  Nord-Ouest de la Province du Cap (4) et O sur 1.347 dans les Pro- 
vinces de Natal et du Cap (11-12). Au Cameroun, les études faites 
en utilisant l’inhibition de l’hémaggh%nation montrent 7 O/O de 
réactions positives (I). 
Chez l’animal (mouton, chèvre, bovidés), on trouve des anticorps 
neutralisants 95 fois sur 1.019 examens dans les Provinces de Natal 
e t  du Cap (II-IZ) ,  26 su r  456 dans les régions Sud-Ouest et Nord- 
Ouest de la Province du Cap (4) et 62 sur 364 au Tongaland (8). 
Le présent article rapporte l’isolement d’une souche de virus 
Middelburg à partir d’dedes (A.) cumininsi capturés à Bandia 
(Sénégal). 
MATÉRIEL ET MÉTEODE 
Depuis 1965, la forêt de Bandia (14O35 N-17001 W) a été choisie 
pour y surveiller l’activité des virus et pour y étudier l’écologie des 
espèces animales susceptibles d’avoir une importance dans l’entretien 
des cycles des arbovirus. 
La forêt de Bandia est constituée par une savane arbustive à‘ 
Acacia, avec un cours d’eau permanent, encaissé et bordé d’une 
étroite galerie forestière. Le climat est du type tropical avec une 
seule saison des pluies, de juillet à septembre. 
Les captures sont essentiellement faites sur appât humain, cette 
technique étant Eelle qui, jusqu’à présent, a donné les meilleurs 
’résultats. Les moustiques sont ensuite anesthésiés au froid (envi- 
ron + 40 C) identifiés, groupés par espèces en lots de 50 individus 
et conservés à - 60OC en attendant le broyage et l’inoculation.,, 
Chaque lot est broyé séparément dans un mortier refroidi et mis 
en suspension dans 4 ml. de diluant consistant en un tampon phas- 
phaté à IO  010 de sérum de lapin normal, pH 7,4. Après centrifu- 
gation de la suspension à 2.500 g pendant 15 minutes dans une 
centrifugeuse à + 40 C, le surnageant auquel on ajoute des anti- 
biotiques est dilué au demi avec le diluant, puis inoculé pär voie 
t. 
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idtracérébrale (ic) et intrapéritonéale (ip) au souriceau de la nuit 
k la dose de O ml. OZ par chaque voie. Une dilution au I : I O  est 
inoculée à une autre portée de souriceaux du même âge. 
L’inhibition de l’hémagglutination (IH) est pratiquée selon la 
technique de CLARKE et CASALS (1968) (3) et la fixation du complé- 
ment (FC) selon la technique dite LBGF adaptée à la micro-méthode 
du centre des maladies transmissibles d’Atlanta (2). La réaction 
de neutralisation (N) est exécutée en mettant en présence pendant 
.une heure au bain-marie à 370 C, avant de les inoculer au souriceau 
par voie intracérébrale, les sérums purs e t  le virus en dilutions 
progressives de raison IO. 
RÉSULTATS 
Les captures atteignent leur maximum entre septembre et 
novembre, c’est-à-dire en fin de saison pluvieuse, la plupart des 
espèces disparaissant très vite en décembre avec l’apparition des 
u alizés )) qui amènent une chute importante de la température et  
de l’hygrométrie. 
La liste des espèces capturées en oct,obre 1967 figure sur le tableau I. 
Aedes (Aedimorphus) cummimi mediopunctatus est un moustique 
rencontré exclusivement en fin de saison des pluies, entre le début 
de septembre et décembre. I1 est particulièrement abondant dans la 
forêt de Bandia où il forme un volume important des captures. 
Des identifications de repas sanguins ont montré que ce moustique 
se nourrissait sur le bétail (bovins et ovins). 
Au cours des années 1965 à 1967,4.398 moustiques de cette espèce, 
dont 2.228 en 1967, ont été inoculés en 94 lots. 
Un seul des 20 lots d’iledes (A.) cunzminsi, récoltés les 18 e t  
19 octobre 1967 s’est montré positif et a permis l’isolement d‘une 
souche qui a été dénommée PM 3913. I1 s’agissait d’un lot contenant 
50 moustiques. A l’isolement sur 5 souriceaux inoculés avec la 
dilution  IO-^^^, deux étaient trouvés morts le 3e jour, alors que les 
trois autres étaient malades à des degrés divers. Deux étaient sacrifiés 
pour passage. Après 3 passages, la période d’incubation s’établissait 
à 3 jours; le virus se montrait pathogène pour le souriceau de 
4 jours par voie intracérébrale e t  intrapéritonéale, mais non patho- 
gène quelle que soit la voie pour des souriceaux de IO jours et des 
souris de 21 jours. 
L’étude anatomo-pathologique montrait : (( au niveau du cerveau, 
altérations neuronales diffuses ou en petits foyers, avec neurono- 
lyse totale ou hyperchromie ou caryorrhexis des neurones. Les 
lésions les plus notables se voient au niveau du thalamus )) (Profes- 
seur R. CAMAIN). 
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l‘ombre 
1,552 
I2 
54 
43 
14 
79 
5 
65 
II8 
611 
2 
31 
1.012 
3 
33 
6 
33 
597 
TABLEAU I 
Moustiques capturés en octobre 1967. 
I 
Anopheles 
gambiae (s. 1.) . . . 
funestus . . . . . 
Aedes 
(M.)  scafophagoides . . . 
(St.) aegypti . . . . . 
unilineatus . . . . 
metallicus. . . . . 
luteocephalus. . . . 
(Aed.) argenteopunetalus . . 
albocephalus . . . . 
abnormalis . . . . 
irritam . . . . . 
dalzieli . . . . . 
cumminsi mediopunctatus 
(Lieo.) lineatopennis. . . . 
(Dic.)  fuivifer-taylori . . . 
Mansonia (&I.) 
uniformis. . . . . 
africana . . . . . 
Culex (C.) 
thalassius. . . . . 
tritaeniorhgnchus. . . 
3 e t  4 octobre 
1961 
Lots 
23 
I 
2 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
2 
I 
I 
I 
I 
2; 
I 
~ 
(ombre 
1.142 
4 
42 
5 
4 
5 
28 
22 
2 
21 
38 
3 
26 
3 
6 
65 
31 
18-19 octobre 
1967 
- 
Lots 
- 
8 
4 
I 
I 
I 
I 
I 
2 
2 
I3 
20 
I 
I 
I 
12 
- 
65 
- 
~ 
(ombre 
410 
8 
I2 
2 
IO 
38 
57 
63 
II8 
589 
974 
7 
3 
21 
532 
2.850 
__ -
I 
Total II 
Lots 
31 
3 
2 
I 
2 
I 
2 
3 
I4 
I 
22 
I 
2 
2 
2 
14 
F 
I o8 
__ 
__ -
Ida souEhe a été facilement réisolée 20 jours après l’isolement 
initial à partir du matériel d’origine conservé à - 600 C. 
Dès que le virus a été établi, un antigène a été préparé au saccha- 
rose-acétone. On observait une hémagglutination qui, à la température 
du laboratoire, atteignait I : 640, pH 6,o. En criblage, cet aiitigène 
ne réagissait qu’avec un immunsérum de groupe A au titre I : 80 
et avec l’immunsérum Middelburg à I : 20. En fixation du complé- 
ment seul le sérum anti-Middelburg se montrait positif jusqu’à I : 32 .  
L’identification sérologique de ce virus est résumée dans le 
tableau II. 
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Sérum 
Phf3913 . . . . . 
Middelburg. . , . . 
- 
TABLEAU II 
PM 3913 Middelburg I IH PC N IH FC N I--------- 
2.560 512/8 - 2.560 25618 - 
40 128/8 4 4  So 1z8/8 4,o 
Ident i f icat ion de la  souche PM 3913. 
Antigène 
I 
Ces résultats démontrent clairement que la souche P M  3913 est 
Pour essayer de préciser l’incidence du virus Middelburg au Sénégal, 
en inhibition de l’hémagglutination. Dans 59 cas ( IO  O/O) on a trouve 
une réponse positive, la moyenne géométrique des titres observés 
étant de I : 63. 
I très voisine sinon identique au virus Middelburg. 
I 
I 575 sérums de moutons prélevés en 1966-1967-1968 ont été examinés 
COMMENTAIRE 
I1 a été démontré (6) que le mouton présentait les caractères 
d’un excellent réservoir de virus : après inoculation expérimentale, 
on observe une virémie de titre suflisamment élevé pour infecter le 
moustique. En dehors d’une augmentation rapide de la température 
qui peut atteindre 4 1 O C ,  le mouton ne présente aucun signe cli- 
nique, guérit rapidement et développe des anticorps neutralisants 
de haut titre. 
I1 semble qu’au Sénégal, les nioutons participent à un cycle 
d‘entretien du virus Middelburg dont Aedes (A.)  cu inmins i  serait UII 
(sinon le) vecteur. 
D’autres études virologiques e t  sérologiques sont nécessaires qui 
doivent permettre de préciser la diffusion de ce virus dans les popu- 
latio ns humaine et animale. i 
I 
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RÉSUMÉ 
Le virus Middelburg a été isolé d'un lot d 'Aedes  (A.) c u m m i n s i  
capturés en octobre 1967 dans la forêt de Bandia (Sénégal). Les 
moutons semblent intervenir dans le cycle d'entretien ou de diffu- 
sion du virus car on trouve chez eux IO O / O  de réactions sérologiques 
positives. 
SUMMARY 
Isolation of a 'strain Middelburg virus in Senegal. 
The Middelburg virus is an African virus, which was first disco- 
vered in South African Union, but which is spread in whole Africa. 
In Senegal, sheep seem to play a part in the maintenance and dif- 
fusion o€ the virus, and the mosquito Aedes  (A.) c u m m i n s i  seems 
to  be the vector. The Middelburg virus seems to  be relatively rare 
in man ; i t  is mainly found in cattle. 
Ins t i t u t  Pas teur  de  Dakar (D' irecteur : 
Docteur L. CHAMBON) et Ofjice de 
la Recherche Scienti f ique et Technique  
d 'Outre-Mer .  
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